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Referat: 
 
Das Plattenepithelkarzinom (PEC) der Mundhöhle stellt mit über 90 % den häufigsten 
bösartigen oralen Tumor dar. Global betrachtet gehören diese epithelialen Tumore zu den 
zehn häufigsten malignen Neubildungen des Menschen. Trotz intensiver Forschung und 
stetiger Verbesserung der Behandlungsmöglichkeiten, ist es in den letzten 30 Jahren nicht 
gelungen, die Überlebensraten signifikant zu verbessern. Eine frühzeitige 
Diagnosestellung des oralen Plattenepithelkarzinoms ist die Basis für eine erfolgreiche 
kurative Therapie, die sowohl die Überlebenschancen als auch die künftige 
Lebensqualität der betroffenen Patienten verbessert.   
Die non-invasive Bürstenbiopsie stellt einen entscheidenden Fortschritt auf dem Weg der 
Früherkennung des oralen PECs dar. Dieses leicht durchführbare Verfahren dient 
Zahnärzten jeglicher Fachrichtung zur Abklärung unklarer Schleimhautveränderungen der 
Mundhöhle. Die Validität der zytopathologischen Auswertung hängt jedoch entscheidend 
von der Erfahrung des untersuchenden Pathologen ab. 
Ziel unserer Studien war es, eine objektive Methode zur Auswertung von 
Bürstenbiopsaten zu entwickeln, die reproduzierbare und valide Aussagen hinsichtlich der 
Dignität der Proben ermöglicht. 
Mit Hilfe von „Intact cell peptidome profiling” (ICPP) mittels MALDI-ToF 
Massenspektrometrie wurden Proben von oralen Bürstenbiopsien untersucht. In der 
Pilotstudie lag der Fokus auf der Differenzierung zwischen Tumorproben und gesunden 
Kontrollproben. Es wurde dabei eine Sensitivität von 100 % und eine Spezifität von 93 % 
erreicht.  
In einer zweiten Studie „Oral brush biopsy analysis by MALDI-ToF Mass Spectrometry 
for early cancer diagnosis“ wurde die Methode weiter vereinfacht und um die objektive 
Untersuchung von potentiell malignen Veränderungen der Mundschleimhaut erweitert  
sowie im Rahmen einer Blindstudie validiert. Die Zuordnung der Proben der Blindstudie 
erfolgte in „Tumor“ und „Nicht-Tumor“. Alle malignen Veränderungen wurden mittels 
MALDI-ToF Verfahren als Tumor erkannt. Lediglich eine potentiell maligne 
Veränderung wurde fälschlicherweise als Tumor identifiziert. Somit erreichte die 
Blindstudie eine Sensitivität von 100 %, die Spezifität lag bei 93 %, was einer 
Korrektklassifikationsrate von 96,5 % entsprach. Die vorliegenden Untersuchungen 
zeigen, dass „Intact cell peptidome profiling“ mittels MALDI-ToF MS eine 
Differenzierung zwischen Bürstenbiopsieproben hinsichtlich ihrer Dignität ermöglicht. 
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1. Hintergrund 
 
Plattenepithelkarzinome (PECs) der Mundhöhle stellen mit über 90 % die 
häufigsten bösartigen Tumore der Mundschleimhaut dar (Neville & Day, 2002). 
Somit zählt das orale Plattenepithelkarzinom zu den häufigsten Tumoren des 
Menschen und liegt bei Männern in globalen Tumorstatistiken an der 6. Stelle und 
bei Frauen an der 18. Stelle (Carvalho et al., 2005). Im Jahr 2000 lag die Prävalenz 
des oralen Plattenepithelkarzinoms weltweit bei ca. 267 000 Patienten, wobei ein 
Drittel dieser Fälle auf dem indischen Subkontinent zu finden ist (IARC, 2012). 
Trotz stetiger Weiterentwicklung der Behandlungsmöglichkeiten, sowohl im 
chirurgischen als auch im strahlentherapeutischen Bereich, ist es in den letzten 30 
Jahren nicht gelungen, signifikante Verbesserungen der Überlebensraten zu 
erzielen (Gourin et al., 2006).  Somit ist dieser epitheliale Tumor immer noch für 
den Tod von ungefähr 128 000 Menschen jährlich verantwortlich (IARC, 2012). In 
Deutschland sterben etwa 42 % aller betroffenen Patienten innerhalb der ersten 
fünf Jahre nach Beginn der Erkrankung (Boring et al., 1991). Die Hauptursache für 
dieses Dilemma stellt der verzögerte Therapiebeginn dar. Die Möglichkeit der 
Heilung besteht vor allem dann, wenn die Erkrankung in einem sehr frühen 
Stadium diagnostiziert und therapiert wird. So sinkt die Fünf-Jahres-
Überlebensrate der betroffenen Patienten von etwa 82 % bei kleinen Tumoren, auf 
etwa 46 % bei Tumoren, die bereits in lokoregionären Lymphknoten Metastasen 
aufweisen oder bei Invasion in Nachbarstrukturen, z.B. in Knochen, Muskeln oder 
Gefäße. Auf ca. 21 % sinkt die Überlebensrate bei vorliegender 
Fernmetastasierung (Neville & Day, 2002). Die Lebensqualität der Patienten spielt 
in diesem Zusammenhang ebenfalls eine entscheidende Rolle, wobei es vor allem 
bei fortgeschrittenen Tumoren zur erheblichen Beeinträchtigung hinsichtlich der 
Sprache, Atmung und der Nahrungsaufnahme kommt (Wadsworth et al., 2004, 
Dorr et al., 2010). Somit stellt die frühzeitige Diagnose des oralen 
Plattenepithelkarzinoms die Grundlage für eine erfolgreiche Therapie dar und 
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verbessert signifikant die Überlebenschancen der betroffenen Patienten (Mehrotra 
& Gupta, 2011). 
 
Primärprävention 
Es gilt als gesichert, dass lebensstilassoziierte Verhaltensmuster der Patienten 
maßgeblich an der Entstehung des Plattenepithelkarzinoms beteiligt sind. 
 
Tabak 
Bei der Pyrolyse der getrockneten Tabakblätter entstehen mehr als 3000 
verschiedene chemische Verbindungen, die sowohl toxische als auch karzinogene 
Eigenschaften aufweisen (Reichart, 2000b). Zu den bedeutsamsten Karzinogenen 
im Tabakrauch gehören die Nitrosamine, aromatische Amine und polyzyklische 
aromatische Kohlenwasserstoffe (Davidson et al., 1993, Bartsch et al., 2000).   
Spitz et al., (1999) konnten zeigen, dass bestimmte Genotypen eine Prädisposition 
zu tabakinduzierten Mundhöhlenerkrankungen aufweisen. Dabei handelt es sich 
vor allem um Gene, die am Tabakmetabolismus beteiligt sind, wie z.B. N-Acetyl-
Transferase, Glutathiontransferase und die P450–Enzyme. 
Somit führt langfristig der chronische Tabakabusus zu einer Dedifferenzierung der 
Zellen, was letztendlich dazu führt, dass Raucher zwei- bis viermal häufiger an 
Mundkrebs erkranken als Nichtraucher (Wynder & Hoffmann, 1979, Johnson & 
Bain, 2000, McCoy & Wynder, 1979). Die Neckar-Larynx-Studie konnte unter 
anderem zeigen, dass auch die Inhalationstiefe des Zigarettenrauchs einen 
entscheidenden Einfluss auf das Entartungsrisiko der Kehlkopfschleimhäute hat 
(Ramroth et al., 2011).  
 
Alkohol 
Ethanol wirkt selbst nicht karzinogen, sondern es ist ein Stoffwechselprodukt des 
Alkohols, das Acetaldehyd, das mutagenen Einfluss auf die Epithelzellen hat (Obe 
& Ristow, 1979, Warnakulasuriya & Johnson, 1993). Dabei spielen vor allem 
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ADH-Enzyme einiger Bakterien, wie z.B. Streptococcus salivarius, die Ethanol zu 
Acetaldehyd verstoffwechseln, die entscheidende Rolle (Kurkivuori et al., 2007). 
Homann et al., (2000) haben nachgewiesen, dass der Acetaldehydgehalt im 
Speichel kurz nach dem Alkoholkonsum von der Quantität der ADH-
produzierenden Bakterien abhängt.  
 
Synergistischer Effekt von Tabak und Alkohol 
Man kann davon ausgehen, dass der Tabak- und Alkoholkonsum einen 
synergistischen Effekt auf die Entstehung des oralen Plattenepithelkarzinoms 
aufweist. Dies wird u.a. durch die erhöhte Permeabilität der 
Mundhöhlenschleimhaut durch den chronischen Alkoholkontakt erklärt, wodurch 
die tabakassoziierten Karzinogene leichter in tiefere Gewebeschichten eindringen 
können. Diese Tatsache erklärt wiederum das gehäufte Auftreten dieser Tumore im 
Mundboden, da hier die Epithelschicht am dünnsten ist (Squier et al., 2003). In 
einer Studie konnte gezeigt werden, dass der Synergismus von Alkohol und Tabak 
nicht nur additiv, sondern sogar multiplikativ bei der Entstehung von 
Plattenepithelkarzinomen zu werten ist (Franceschi et al., 1990). 
Diese tumorauslösenden Faktoren sind durch den Patienten beeinflussbar, sodass 
durch eine frühzeitige Aufklärung und somit Minderung des Alkohol- und 
Tabakkonsums ein großer Teil der Krebserkrankungen der Mundhöhle vermeidbar 
wäre (Reichart, 2000a).  
 
Sekundärprävention 
Die Sekundärprävention dient dazu,  sogenannte potentiell maligne Veränderungen 
(pmV) bzw. Carcinoma in situ zu erkennen oder Frühformen des 
Plattenepithelkarzinoms zu diagnostizieren.  
Da, wie bereits oben erwähnt, die Prognose des Patienten in hohem Maße von der 
Größe des Tumors bei Diagnosestellung abhängig ist, besteht hier eine wesentliche 
Einflussmöglichkeit für den behandelnden Zahnarzt. So hatten bereits Reichart und 
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Pape mehrfach darauf hingewiesen, dass eine allumfassende und lückenlose 
klinische Inspektion und Palpation aller relevanten Strukturen der Mundhöhle des 
Patienten bei jeder zahnärztlichen Untersuchung zu fordern sind (Reichart, 2001, 
Reichart, 2000a, Pape, 1992). Nur so ist gewährleistet, dass auch minimale 
Veränderungen frühzeitig erfasst und weitere diagnostische Maßnahmen 
eingeleitet werden können. Hierbei stehen verschiedene Möglichkeiten zur 
Verfügung, diese Veränderungen hinsichtlich ihrer Dignität abzuklären: 
  chirurgische Probeentnahme 
  Fluoreszenzdiagnostik 
  Bürstenbiopsie 
Die chirurgische Probeentnahme (PE) stellt den Goldstandard zur Abklärung 
unklarer Veränderungen in der Mundhöhle dar. Die damit gewonnenen Präparate 
werden gemäß der WHO-Definition von 2005 histologisch begutachtet und 
entsprechend bewertet. Dennoch wird vor allem der nicht chirurgisch tätige 
Zahnarzt eine solche Probebiopsie nicht routinemäßig in seiner Praxis vornehmen, 
sondern die Patienten zu einem chirurgisch versierten Kollegen überweisen. Diese 
Überweisungshürde hat sich in den letzten Jahrzehnten als beachtenswertes 
Problem dargestellt, da eine nicht unbedenkliche Zahl von Patienten der 
Überweisung nicht Folge leistet. Des Weiteren konnten Abbey et al., (1995) 
zeigen, dass die Reproduzierbarkeit von histologischen Begutachtungen oraler 
epithelialer Dysplasien im Schnitt interindividuell nur bei 50,5 % und 
intraindividuell bei 50,8 % liegt, was fraglos ein unbefriedigendes Ergebnis 
darstellt.  
Bei der Fluoreszenzmethode handelt es sich um eine lichtbasierte Diagnostik. 
Hierbei können Gewebe mit gesteigertem Metabolismus sowie strukturellen 
Veränderungen und damit verbundener unterschiedlicher Absorption und 
Reflektion des Lichtes visualisiert werden. Studien ergaben jedoch, dass 
lichtbasierte Methoden zum jetzigen Zeitpunkt nur zur eindeutigeren 
Identifizierung von Mundschleimhautveränderungen, nicht aber zur 
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Differenzierung unterschiedlicher Dignitäten, genutzt werden sollten (Mehrotra & 
Gupta, 2011). 
Als einfache, nicht invasive Methode steht dem Zahnarzt die Bürstenbiopsie zur 
Verfügung, die es ermöglicht, von verdächtigen Schleimhautbereichen 
zytologisches Material zu gewinnen, was anschließend zytopathologisch 
begutachtet wird. Seit 2004 besteht für Kassenzahnärzte die Möglichkeit, diese 
non-invasive Biopsie im Rahmen des Bewertungsmaßstabes für Zahnärzte 
(Position 05) zu liquidieren (Remmerbach et al., 2004, Remmerbach et al., 2003, 
Remmerbach et al., 2001). In einer Vielzahl von Studien erreicht die 
Bürstenbiopsie eine hohe Treffsicherheit, wobei die Sensitivität bei 96,6 % und die 
Spezifität bei 91,4 % liegt (Remmerbach et al., 2007). Es muss jedoch kritisch 
angemerkt werden, dass auch hier die diagnostische Zuverlässigkeit maßgeblich 
von der Erfahrung des untersuchenden Pathologen abhängt (Godge & Poonja, 
2011). So war es unser Ziel ein Verfahren zu entwickeln, das reproduzierbare und 
valide Aussagen hinsichtlich der Dignität ermöglicht. Daher beschäftigten wir uns 
mit der Entwicklung einer objektiven Methode, die eine klare Aussage hinsichtlich 
des biologischen Verhaltens der Zellen erlaubt. Mit Hilfe von „Intact cell 
peptidome profiling” (ICPP) mittels MALDI-ToF Massenspektrometrie 
untersuchten wir Proben von oralen Bürstenbiopsien. 
In unserer Pilotstudie lag der Fokus vorerst auf der Differenzierung zwischen 
Tumorproben und gesunden Kontrollproben. Hierbei erzielten wir eine Sensitivität 
von 100 % und eine Spezifität von 93 %. Diese Ergebnisse nahmen wir als 
Grundlage, die Studie weiter zu entwickeln und die Methode im Rahmen einer 
Blindstudie zu validieren. Zusätzlich wurde die objektive Untersuchung von 
potentiell malignen Veränderungen der Mundschleimhaut in die zweite Studie mit 
dem Titel „Oral brush biopsy analysis by MALDI-ToF Mass Spectrometry for 
early cancer diagnosis“ einbezogen, die im Folgenden erläutert wird.
Materialien und Methoden 
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2. Materialien und Methoden 
 
Patienten 
Zur Erstellung der Datenbank wurde ein Patientenkollektiv aus 26 Tumorpatienten 
der Klinik und Poliklinik für Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie 
herangezogen, wobei diese Gruppe aus 19 Männern und sieben Frauen mit einem 
Durchschnittsalter von 61,6 Jahren (44 – 96 Jahre, SD + 11,2) bestand. Bei diesen 
Patienten wurde eine Bürstenbiopsie im Bereich der erkrankten Schleimhaut 
entnommen, sowie eine entsprechende Probe an klinisch gesunder 
Mundschleimhaut auf der kontralateralen Seite. Dazu wurde ein spezieller 
Zellkollektor Orcabrush (DGOD, Leipzig) oder Gynobrush (Herenz, Hamburg) 
verwendet. Dieser wurde unter Druck mindestens zehnmal um die eigene Achse 
rotiert, sodass ausreichend repräsentatives Zellmaterial entnommen werden konnte. 
Anschließend wurde die Bürste in einem Eppendorf-Gefäß mit 1 ml 70%igem 
Ethanol vollständig ausgewaschen. Danach wurde die Probe bis zur weiteren 
Verarbeitung bei 2 – 7 °C im Kühlschrank gelagert. Innerhalb weniger Stunden 
erfolgte die Aufbereitung der entsprechenden Zellsuspension im Institut für 
Biochemie der Universität Leipzig. Diese Proben dienten zur Erstellung einer 
Datenbank, welche die Grundlage für die Durchführung der anschließenden 
Blindstudie bildete.  
In die Blindstudie wurden ebenfalls 26 Patienten eingeschlossen, die sich aus elf 
Tumorpatienten, elf Patienten mit potenziell malignen Veränderungen der 
Mundschleimhaut sowie vier gesunden Probanden zusammensetzte. Das 
Durchschnittsalter bei der Blindstudie betrug 56,3 Jahre (26 – 81 Jahre, SD + 
17,38). 
Alle 37 Tumorpatienten aus der Datenbank und aus der Blindstudie wurden mit 
Hilfe der histopathologischen Untersuchung der PE bzw. des Tumorresektates 
histologisch verifiziert. Das entsprechende histologische Staging der Tumorproben 
ist der Tabelle 1 zu entnehmen. Bei acht Patienten erfolgte kein operativer 
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Eingriff, sodass keine histologischen Stagingparameter erhoben werden konnten. 
Die potenziell malignen Veränderungen setzten sich aus zwei Hyperkeratosen, 
acht oralen Lichen und einem oralen Ulkus zusammen. Beide Studien wurden von 
der Ethikkommission der Universität  Leipzig (Nr. 123-2003) überprüft. 
 
 
TABELLE 1. KLINISCHE CHARAKTERISTIKA DER PATIENTEN MIT 
PLATTENEPITHELKARZINOMEN DER MUNDHÖHLE (PEC), POTENTIELL 
MALIGNEN VERÄNDERUNGEN (PMV) UND GESUNDER SCHLEIMHAUT 
     
   
ANZAHL 
ALLER 
PROBEN 
 [n] 
DATENBANK  
[n] 
BLINDSTUDIE          
[n] 
 
PEC TCIS 1 - 1 
  T1/T2 16 10 6 
  T3/T4 12 10 2 
  N0 14 7 7 
  N1 4 3 1 
  N2 11 9 2 
  MÄNNLICH 27 19 8 
  WEIBLICH 10 7 3 
          
PMV  ORALER LICHEN 8 - 8 
  HYPERKERATOSE 2 - 2 
  ULKUS 1 - 1 
  MÄNNLICH 5 - 5 
  WEIBLICH 6 - 6 
          
GESUNDE 
SCHLEIMHAUT MÄNNLICH 21 19 2 
  WEIBLICH 9 7 2 
 
 
Probenaufbereitung und MALDI-ToF Massenspektrometer 
Die Zell-Ethanol-Suspension wurde bei 2,000 x g für 2 Min. zentrifugiert. 
Anschließend erfolgte ein Waschschritt des Zellpellets mit 1 ml Ethanol (70%ig). 
Nach erneuter Zentrifugation wurde der Überstand entfernt, das Zellpellet 
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luftgetrocknet und anschließend mit 20 µl Matrix (20 mg/ml in 0,1%iger 
Trifluoressigsäure (TFA)/Acetonitril 1:2) in Lösung gebracht. 1 µl dieser Zell-
Matrix-Suspension wurde auf ein Edelstahltarget (scout 384) auf fünf bis zehn 
Spots pipettiert und unter Lufttrocknung kokristallisiert. Diese Proben wurden 
mittels Autoflex II MALDI-ToF Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Bremen, 
Germany) untersucht.  
Bei diesem Verfahren verdampft mittels Laserbeschuss (Stickstofflaser 337 nm) 
die Matrix, wobei die Matrix-Protonen auf den Analyten übertragen werden. Die 
entstandenen Ionen werden in einem elektrischen Feld beschleunigt und trennen 
sich entsprechend ihres unterschiedlichen Masse(m)/Ladungsverhältnisses(z) und 
der daraus resultierenden unterschiedlichen Geschwindigkeit auf. Ein 
Ionendetektor  wandelt die ankommenden Ionen in ein elektrisches Signal um 
(Hillenkamp et al., 1991), wobei die Visualisierung in einem Diagramm als m/z-
Verhältnis, aufgetragen gegen die Intensität, erfolgt.  
Zuerst wurde die Kalibrierung des Gerätes mit einem Escherichia coli GM2163 
Extrakt durchgeführt. Die automatische Messung zur Erstellung eines Spektrums 
erfolgte mittels 500 Laserschüssen an verschiedenen Orten des Spots. Spektren 
wurden von 2 000-13 000 m/z aufgenommen. Die Messung erfolgte im linearen 
Positiv-Modus mit einer verzögerten Extraktion der Ionen (Delay von 350 ns). Die 
Beschleunigungsspannung betrug 20 kV. Die im MALDI-ToF Massen- 
spektrometer ermittelten Rohdaten wurden in das Programm  Flexanalysis Version 
2.4 (Bruker Daltonics) zur weiteren Bearbeitung übertragen und jedem Spektrum 
automatisch 60 Peakmassen zugeordnet. Anschließend wurden die Daten als 
ASCII Dateien in Microsoft Excel 2000 (Microsoft Corp. Redmond, USA) 
importiert und die Peakmassenlisten weiter mit Hilfe von Software auf der Basis 
von MatLab 6.5 (The MathWorks Inc., Natick, USA) ausgewertet. 
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3. Statistische Auswertung und Ergebnisse 
 
Für die Auswertung der Spektren wurde die Support-Vektor-Machine Software 
LIBSVM verwendet. Diese LIB-Support-Vektor-Machine ermöglicht nicht nur die 
Klassifizierung der Spektren in Tumorprobe oder Nicht-Tumorprobe, sondern 
errechnet zusätzlich die Wahrscheinlichkeit, mit der eine Probe zur jeweiligen 
Gruppe zugeordnet wird. Als Basis für die Auswertung der Blindstudie diente die 
Datenbank bestehend aus 26 Tumorproben und 26 gesunden Proben. Diese Proben 
konnten mittels SVM-Algorithmus mit einer Sensitivität von 92 % und einer 
Spezifität von 95 % und einer Korrektklassifizierungsrate von 93 % unterschieden 
werden. Der Vergleich der Massenspektren der Datenbank wurde als Grundlage 
für alle weiteren Auswertungsroutinen der Blindstudie herangezogen. Die 
Blindstudie bestand aus elf Tumorpatienten, elf Patienten mit Vorläuferläsionen 
der Mundschleimhaut und vier gesunden Probanden, welche alle anonymisiert 
wurden. Die Proben der Blindstudie wurden mittels SVM-Algorithmus wie folgt 
ausgewertet: Sie wurden als „bösartig“ eingeordnet, wenn die Wahrscheinlichkeit 
für Bösartigkeit über 50 % betrug. Als „nicht bösartig“ wurden die Proben mit 
einer Wahrscheinlichkeit unter 50 % angenommen. Neben der binären Auswertung 
erfolgte die Berechnung der Wahrscheinlichkeit mit der die Probe einer 
bestimmten Dignität zugeordnet wird. Als „eindeutig bösartig“ wurde klassifiziert, 
wenn die Wahrscheinlichkeit für Bösartigkeit über 60 % betrug. Lag die 
Wahrscheinlichkeit bösartig zu sein unter 40 %, wurden die Daten als „eindeutig 
nicht bösartig“ interpretiert. Ergab die errechnete Wahrscheinlichkeit eine 
Prozentzahl zwischen 40 % und 60 %, wurden die Proben als „nicht eindeutig 
klassifizierbar“ eingeordnet. Die Auswertung der Proben der Blindstudie erfolgte 
in zwei Klassifizierungsmodi, im linearen Modus und im RBF-Modus (radiale 
Basisfunktion). Sollte die Auswertung der Probe in beiden Modi „nicht eindeutig 
klassifizierbar“ ergeben, würde diese Probe als „nicht identifizierbar“ gelten. Wir 
definierten die Probe als „Tumor“, wenn sowohl im linearen als auch im RBF-
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Modus die Proben als bösartig identifiziert wurden und als „Nicht-Tumor“ (d.h. 
Gesund + pmV), sobald einer der Modi als „nicht bösartig“ klassifiziert wurde. In 
keinem Fall ergaben beide Modi “nicht eindeutig klassifizierbar”, sodass alle 
Proben eindeutig zugeordnet werden konnten (Tabelle 2). 
 
 
 
 Alle Tumorproben wurden korrekt bestimmt, wobei es sich bei einer Probe um ein 
Carcinoma in situ (Tcis) handelte. Eine potentiell maligne Veränderung wurde 
fälschlicherweise als Tumor identifiziert. Somit erreichte die Blindstudie eine 
TABELLE 2. PATIENTENNR. 1-11≙ PEC, 12-22 ≙ PMV, 23-26 ≙ GESUNDE 
PATIENTEN; 
 1 ENTSPRICHT BÖSARTIG, 0 ENTSPRICHT NICHT-BÖSARTIG 
PATIENT NR. 12 WURDE FALSCH POSITIV KLASSIFIZIERT 
PATIENTEN NR. 2, 11, 19, 23, 25 WAREN IN EINEM MODUS NICHT EINDEUTIG 
KLASSIFIZIERBAR 
 
PATIENT NUMBER 
 
LIN 
 
RBF 
 
LIN 
 
RBF 
      
1 1 1 0,92 0,90 
2 1 1 0,59 0,66 
3 1 1 0,94 0,87 
4 1 1 0,88 0,79 
5 1 1 0,94 0,93 
6 1 1 0,95 0,83 
7 1 1 0,98 0,95 
8 1 1 0,68 0,70 
9 1 1 0,97 0,88 
10 1 1 0,89 0,89 
11 1 1 0,66 0,53 
12 1 1 0,65 0,64 
13 0 0 0,34 0,29 
14 0 0 0,19 0,11 
15 0 0 0,06 0,02 
16 0 0 0,29 0,29 
17 0 0 0,20 0,01 
18 0 0 0,21 0,16 
19 0 1 0,22 0,55 
20 0 0 0,05 0,18 
21 0 0 0,13 0,02 
22 0 0 0,33 0,22 
23 1 0 0,58 0,17 
24 0 0 0,30 0,10 
25 1 0 0,60 0,17 
26 0 0 0,39 0,30 
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Sensitivität von 100 %, die Spezifität lag bei 93 %, was einer Korrekt- 
klassifizierungsrate von 96,5 % entsprach. 
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4. Diskussion 
 
Es ist unumstritten, dass eine frühzeitige Diagnosestellung und Therapie des oralen 
Plattenepithelkarzinoms maßgeblich zu einer höheren Überlebens- 
wahrscheinlichkeit beiträgt und die Einschränkung der Lebensqualität der 
betroffenen Patienten vermindert. Die rechtzeitige und zügige Abklärung unklarer 
Mundschleimhautveränderungen scheint die einzige Möglichkeit zu sein, die hohe 
Mortalitätsrate des Plattenepithelkarzinoms zu senken.  
Viele Zahnärzte fühlen sich bei der klinischen Beurteilung von potenziell malignen 
Veränderungen der Mundschleimhaut überfordert einzuschätzen, inwieweit ein 
Befund entzündlicher Genese ist oder ob es sich bereits um eine maligne 
Veränderung handelt (de Jong et al., 2010). Mit der Einführung der Leipziger 
minimalinvasiven Bürstenbiopsie im Jahre 1998 steht eine weitere Methode zur 
Abklärung der Dignität unklarer Veränderungen zur Verfügung. Dabei werden die 
Präparate oraler Bürstenbiopsien durch Zytopathologen untersucht. Da die 
diagnostische Treffsicherheit in hohem Maße von der Erfahrung des 
untersuchenden Pathologen abhängt, zielen unsere Forschungsaktivitäten auf die 
Entwicklung von objektivierbaren Techniken zur Untersuchung der gewonnenen 
Bürstenbiopsate. Einen interessanten Ansatz sehen wir in der Möglichkeit mittels 
MALDI-ToF Massenspektrometrie, ein sogenanntes „Peptidome-Profiling“ 
durchzuführen. In unserer Pilotstudie war es das Ziel,  alle Untersuchungs- und 
Aufbereitungsschritte auf ein notwendiges Minimum zu beschränken, um die 
Methode robust gegen verfahrensabhängige Fehler zu machen. Diese Studie diente 
vorerst dazu, objektiv zwischen gesunder und tumorös erkrankter Schleimhaut zu 
unterscheiden. 
Ein Grundproblem der pathologischen Diagnostik stellt nach wie vor die 
eindeutige zytologische und histologische Kategorisierung unterschiedlicher 
Dysplasiegrade bzw. der verschiedenen Ausmaße der squamösen intraepithelialen 
Neoplasie dar.  Aus diesem Grund haben wir in unsere zweite Studie zusätzlich zur 
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Differenzierung von gesunden und malignen Proben die objektive Untersuchung 
von verdächtigen Läsionen der Mundschleimhaut mit eingeschlossen. Die genaue 
Unterscheidung dieser Mundschleimhautveränderungen ist von entscheidender 
Bedeutung für die notwendige Behandlungsstrategie. Bei malignen Veränderungen 
im Mundschleimhautbereich ist eine sofortige invasive Therapie unumgänglich. 
Demgegenüber steht eine weniger radikale Behandlung der Vorläuferläsionen, bei 
der engmaschige und non-invasive Kontrollen im Vordergrund stehen. Wir gehen 
davon aus, dass häufige invasive Gewebebiopsien einer verdächtigen Läsion lokale 
chronische Entzündungsprozesse stimulieren, die unter Umständen das 
Fortschreiten der malignen Transformation des Gewebes begünstigen oder 
initiieren. Es ist denkbar, dass ICPP mittels MALDI-ToF MS dazu beiträgt, den 
Zeitpunkt zu bestimmen, an dem sich eine potentiell maligne Veränderung zu einer 
zweifelsfrei malignen Läsion entwickelt hat. Dies wird durch die Tatsache 
bekräftigt, dass wir ein Carcinoma in situ (SIN III) mittels ICPP diagnostiziert 
haben, während bei diesem Patienten zwei Gewebebiopsien falsch negative 
Ergebnisse zeigten. Erst die dritte Probeexzision konnte die Malignität zweifelsfrei 
bestätigen.  
Unser Ziel war es weiterhin, eine Methode zu entwickeln, die es ermöglicht,  
effektiv und schnell eine sichere und klare Beurteilung der oralen Veränderung zu 
erzielen. Deshalb haben wir das Verfahren und die Probenaufbereitung deutlich 
vereinfacht und zusätzlich die Messung des Autoflex II MALDI-ToF 
Massenspektrometer durch eine automatische Messung standardisiert. Hiermit sind 
jegliche Formen der Datenmanipulation durch individuelle Handhabungen des 
Messgerätes ausgeschlossen, und es ist eine kürzere Messdauer zu erzielen.  
Wir verifizierten die Ergebnisse der Pilotstudie mit einer Blindstudie, welche 
zusätzlich die massenspektrometrische Untersuchung von Tumorproben, Patienten 
mit potentiell malignen Veränderungen und gesunden Probanden beinhaltete. Nach 
bioinformatischer Auswertung wurden die Proben entweder der Tumorgruppe oder 
der Nicht-Tumorgruppe (PMVs und gesunde Proben) zugeordnet. Alle 
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Tumorpatienten wurden mit einer Sensitivität von 100 % korrekt erkannt. Die 
Spezifität ergab 93 %, da eine Vorläuferläsion (oraler Lichen) als Tumor 
identifiziert wurde. Diese Schleimhautläsion ist in regelmäßigen 
Verlaufskontrollen weiter zu untersuchen, um eine eventuelle Entartung dieser 
potentiell malignen Veränderung frühzeitig zu erkennen. 
Zurzeit ist es dieser Untersuchungsmethode noch nicht möglich, zwischen 
gesunder Schleimhaut und potentiell malignen Veränderungen zu unterscheiden. 
Ebenso ist eine genaue Bestimmung des Zeitpunktes, ab wann sich eine fakultativ 
potentiell maligne Veränderung zu einer obligat potentiell malignen Veränderung 
transformiert, zum jetzigen Stand der Untersuchung aufgrund zu geringer 
Fallzahlen noch nicht eindeutig belegbar. Diese Differenzierung sollte Gegenstand 
weiterer wissenschaftlicher Untersuchungen sein, um die Tumorfrüherkennung zu 
verbessern. Ungeachtet dessen gehen wir davon aus, dass diese Methode zur 
Tumorfrüherkennung die frühzeitige Diagnosestellung von Plattenepithel- 
karzinomen der Mundhöhle ermöglicht und somit die Überlebens- 
wahrscheinlichkeit der Patienten maßgeblich erhöhen wird. 
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Das orale Plattenepithelkarzinom stellt mit etwa 90 % die häufigste maligne 
Neubildung der Mundhöhle dar. Die Überlebenswahrscheinlichkeit und das 
Ausmaß der funktionellen Schädigung des Patienten werden maßgeblich von der 
Tumorgröße und dem Vorhandensein von lokoregionalen Metastasen oder 
Fernmetastasen bestimmt. Somit ist eine frühzeitige Diagnosestellung durch den 
Zahnarzt essentiell, die zu einer deutlich verbesserten Prognose des 
Krankheitsverlaufes des Patienten führt. Die klinische Inspektion und Palpation 
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stellt die Basis für die Erkennung oraler Tumoren dar. Hierbei steht der Zahnarzt 
vor der schwierigen Aufgabe, zwischen entzündlicher und neoplastischer 
Veränderung bzw. zwischen potentiell maligner Veränderung und bereits bösartig 
transformierter Läsion der Mundschleimhaut zu unterscheiden. Zur Abklärung 
unklarer Mundschleimhautveränderungen steht dem Zahnarzt seit 1998 die 
minimalinvasive Bürstenbiopsie zur Verfügung. Da die anschließende 
zytopathologische Auswertung der Proben maßgeblich von der Erfahrung des 
Pathologen abhängt, haben wir uns mit der Entwicklung einer objektivierbaren, 
quantitativen Methode zur Untersuchung von oralen Bürstenbiopsieproben 
hinsichtlich ihrer Dignität beschäftigt.  
Mit Hilfe des „Intact cell peptidome profiling” (ICPP) mittels MALDI-ToF 
Massenspektrometrie erfolgte in unserer ersten Arbeit „Oral brush biopsy analysis 
by matrix assisted laser desorption/ionisation-time of flight mass spectrometry 
profiling – A pilot study“ die Differenzierung zwischen Tumorproben und 
gesunden Kontrollproben mit einer Sensitivität von 100 % und einer Spezifität von 
93 %. In unserer zweiten Studie „Oral brush biopsy analysis by MALDI-ToF Mass 
Spectrometry for early cancer diagnosis“ standen die Vereinfachung und 
Standardisierung des Verfahrens, die Durchführung einer Blindstudie sowie die 
Differenzierung zwischen potentiell malignen Veränderungen und 
Plattenepithelkarzinomen der Mundschleimhaut im Vordergrund. Zur 
Durchführung der zweiten Studie erstellten wir als Grundlage für weitere 
Auswertungen eine Datenbank bestehend aus 26 Tumorpatienten.  Hierbei wurde 
von jedem Patienten eine Bürstenbiopsie des bösartig entarteten 
Schleimhautbereichs und eine Probe der entsprechenden gesunden Schleimhaut 
der kontralateralen Seite entnommen und mittels MALDI-ToF MS untersucht. 
Diese Proben konnten mit einer Sensitivität von 92 % und Spezifität von 95 % 
hinsichtlich ihres biologischen Verhaltens unterschieden werden. Anschließend 
erfolgte die Durchführung der Blindstudie, die aus elf Tumorpatienten, elf 
Patienten mit potentiell malignen Veränderungen der Mundschleimhaut und vier 
Zusammenfassung der Arbeit 
27 
 
gesunden Probanden bestand. Bei der Auswertung erfolgte die Einteilung in 
„Tumorgruppe“ und „Nicht-Tumorgruppe“, die Zellabstriche gesunder Patienten 
und von Patienten mit Mundschleimhautläsionen enthielt. Alle Tumorproben 
wurden mittels „Intact cell peptidome profiling” (ICPP) korrekt klassifiziert, wobei 
es sich bei einer Probe um ein Carcinoma in situ handelte. Eine Vorläuferläsion 
wurde fälschlicherweise als Tumor identifiziert. Somit erreichte die Blindstudie 
eine Sensitivität von 100 %, die Spezifität lag bei 93 %, was einer Korrekt- 
klassifizierungsrate von 96,5 % entsprach.  
Unser Ziel war es, eine verlässliche und technisch einfach durchzuführende 
Methode zur Tumorfrüherkennung zu entwickeln. Die vorliegenden 
Untersuchungen zeigen, dass „Intact cell peptidome profiling“ mittels MALDI-
ToF MS eine valide Differenzierung zwischen Bürstenbiopsieproben hinsichtlich 
ihrer Dignität erzielt. Wir sind zuversichtlich, dass diese Methode zur 
Tumorfrüherkennung eine schnelle und treffsichere Diagnosestellung ermöglicht 
und somit zu einer Verbesserung der Überlebenswahrscheinlichkeit der Patienten 
führt. 
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